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= BEA PAH BE Wolbachia 诱导 的 胞 质 不 亲 和 
作用 的 影响 因子 比较 研究 


陆 明 红 , WAR, RA, TUR, HRE, AeA’ 
(南京 农业 大 学 昆虫 学 系 , 南京 210095 ) 

摘要 : Wolbachia 55 e WAS ZR Al ( cytoplasmic incompatibility, CI) 是 对 寄主 的 生殖 调控 中 最 常见 的 一 种 方式 , 在 不 同 
种 群 中 CI 表达 的 差异 较 大 。 以 二 斑 叶 螨 Tetranychus urticae 辽宁 兴 城 (LN) 和 江苏 徐州 (JS) 两 个 地 理 种 群 为 实验 材 
料 , 经 筛选 获得 100% 感染 Wolbachia 和 不 感染 Wolbachia 的 品系 , 通过 杂交 实验 和 实时 定量 PCR 的 方法 研究 寄主 遗 
传 背 景 、 雄 螨 日 龄 、 温 度 以 及 雄 螨 体内 Wolbachia 菌 量 等 因子 对 我 国 二 斑 叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 能 力 的 影响 。 结 
果 表 明 : 1, 3, 5 和 7 日 龄 的 雄 螨 诱导 的 CI 的 强度 没有 差异 ,， 表 明雄 螨 日 龄 对 我 国 二 斑 叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 
的 能 力 没 有 影响 。 二 斑 叶 螨 分 别 放 在 20°C 的 低温 、25% 的 适 温和 30°C 的 高 温 条 件 下 饲养 时 ，Wolbachia 诱导 CI 的 能 
力也 没有 任何 变化 , 表明 温度 对 我 国 二 斑 叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 的 能 力也 没有 影响 。 江 苏 徐州 种 群 所 感染 
Wolbachia HERAS TUTARA, 并 且 这 两 个 种 群 感染 Wolbachia jal EE MAE AS SC ANI, K 
HH Wolbachia HEX RE REREN Wolbachia 诱导 CI 的 能 力 没 有 影响 ; 江苏 徐州 种 群 内 Wolbachia 不 能 诱导 CI 可 
能 是 Wolbachia 株 系 与 寄主 的 遗传 背景 共同 作用 的 结果 。 研 究 结果 为 进一步 了 解 Wolbachia 的 生殖 调控 机 理 提 供 了 重 
要 依据 。 
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A comparative study of factors influencing the expression of Wolbachia- 
induced cytoplasmic incompatibility in two populations of the two-spotted 


spider mite, Tetranychus urticae Koch ( Acari, Tetranychidae ) 

LU Ming-Hong, XIE Rong-Rong, ZHAO Zhen-Jun, YU Ming-Zhi, XUE Xiao-Feng, HONG Xiao-Yue * 
( Department of Entomology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: The cytoplasmic incompatibility (CI) is the most common effect of Wolbachia on the 
reproduction of its arthropod hosts, and the expression of CI differs greatly among different populations. 
Using the Jiangsu (JS) and Liaoning (LN) populations of the two-spotted spider mite, Tetranychus urticae 
Koch ( Acari: Tetranychidae ) , as experimental materials, 100% infected and uninfected Wolbachia lines 
were obtained by screening. The present study tried to evaluate some factors influencing the expression of CI 
in the spider mite by crossing experiment and Real-time quantitative PCR. These factors include age of 
host, temperature, host genes and Wolbachia density. The 1, 3, 5, 7-day-old virgin males were used to 
investigate the influence of host age on Wolbachia-induced CI. The results showed no effect of age on CI, 
suggesting that host age does not reduce the sperm modification induced by Wolbachia. The effect of 
temperatures (20° , 25°C and 30°C ) on the CI induced by Wolbachia was also checked. Neither high nor 
low temperatures influenced the expression of CI. Wolbachia density in males of the JS population, as 
measured by quantitative PCR using the wsp (surface protein of Wolbachia) gene, was significantly higher 
than that in the LN population. In addition, in both the JS and LN populations, Wolbachia density 
increased with the age of male hosts. Wolbachia density also showed no effect on CI. We estimated the 
variability of CI expression between the JS and LN population of T. urticae was due to the interaction 
between Wolbachia and host genotypes. The results might provide foundation for understanding the 
mechanisms of reproductive manipulation induced by Wolbachia. 
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Wolbachia 对 寄主 的 生殖 调控 中 , 诱导 胞 质 不 
杀 和 (CI) 是 最 常见 的 一 种 方式 , ERER, PER 
等 足 目 物种 以 及 昆虫 纲 中 均 有 报道 (Breeuwer and 
Jacobs, 1996; Moret et al., 2001; Vavre et al., 2001, 
2002) 。 在 同一 物种 里 , 感染 Wolbachia 的 雄 虫 与 未 
感染 Wolbachia 的 上 典 虫 交配 (unidirectional CI, 单 癌 
胞 质 不 亲 和 ) 或 感染 不 同 品 系 Wolbachia 的 雌雄 个 
{AAC HC (bidirectional CI, 双 癌 不 亲 和 ), 往往 产生 不 
AMAA (O’ Neill and Karr, 1990) 。 胞 质 不 亲 和 往 
往 表 现 为 后 代 上 胚胎 死亡 和 /或 性 比 偏重 雄性 (0O0) 
Neill et al., 1997) 。 胞 质 不 类 和 (CI) 产生 的 分 子 机 
理 仍然 不 清楚 , 但 是 从 细胞 学 的 角度 已 经 将 CI 的 
过 程 描述 得 较 清楚 了 。 第 一 次 有 丝 分 裂 时 , EA A 
本 的 染色 质 不 能 及 时 浓缩 , 核 膜 降 解 推迟 ， 而 来 目 
母体 的 染色 质 浓缩 正常 ， 导 致 父 本 和 母 本 的 原核 进 
和 人 有丝分裂 的 时 间 不 同 。Wolbachia 通过 诱导 胞 质 
不 亲 和 给 感染 的 个 体 提供 生殖 优势 ， 从 而 促进 其 在 
种 群 内 扩散 (Hoffmann et al., 1990) , 

我 们 实验 室 先 前 的 研究 发 现 ，Wolbachia 在 二 
PENG Tetranychus urticae Koch 不 同 种 群 里 所 引起 
的 CI 强度 不 同 , 江苏 徐州 种 群体 内 的 Wolbachia 不 
能 诱导 CI, 而 辽宁 兴 城 体内 的 Wolbachia 能 诱导 中 
等 强度 的 CI (Xie et al.，2011 ) Perrot-Minnot 等 
(2002 ) 对 欧洲 的 二 斑 叶 蜂 的 研究 也 发 现 ，Wolbachia 
能 诱导 不 同 表 型 、 不 同 强度 的 CI, 但 是 对 影响 CI 
的 因子 并 没有 进行 深入 的 人 研究。 对 果 蝇 的 人 研究 发 
M, 影响 果 蝇 体内 Wolbachia 诱导 CI 的 因素 较 多 ， 
包括 Wolbachia 株 系 、 寄 主 遗 传 背 景 、 共 生 菌 密度 
以 及 环境 因素 (McGraw et al., 2001; Ikeda et al., 
2003; Sakamoto et al., 2005) 。 而 环境 因素 又 包括 
营养 条 件 ( Sinkins et al., 1995; 
Hoffmann, 1998). JE ^ Bux ( Karr et al., 
1998) 、 雄 虫 日 龄 (Turelli and Hoffmann, 1995; 
Kittayapong et al., 2002; Reynolds and Hoffmann, 
2002) 等 因素 。 

本 文 以 中 国 二 斑 叶 螨 的 辽宁 兴 城 和 江苏 徐州 两 
个 地 理 种 群 为 研究 材料 , 研究 寄主 遗传 背景 、 雄 贝 
Hit. Wolbachia W Œ VA K ik BE A FY R Es] — DE 
叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 能 力 的 影响 。 寄 主 二 斑 
叶 螨 的 亲缘 关系 用 线粒体 基因 、 核 基因 进行 比较 。 
以 往 对 我 国 二 斑 叶 螨 的 核糖 体 DNA. 中 的 ITS2 区 段 
序列 进行 测定 和 分 析 发 现 , 二 王 叶 螨 13 个 地 理 种 
群 的 ITS2 序列 完全 一 致 (Xie et al., 2008) 。 在 本 文 
P, 我 们 对 两 个 地 理 种 群 的 感染 品系 的 线粒体 DNA 


Clancy and 


( mitochondrial cytochrome oxidase I, COI) 基因 序列 
比较 分 析 。Mouton 等 (2006 ) 的 研究 发 现 , 温度 能 
影响 Wolbachia 在 寄主 中 的 密度 (density ) 。 但 是 温 
度 能 否 影 响 二 斑 叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 的 能 力 
还 是 未 知 的 。 因 此 除了 已 报道 的 25%C 下 Wolbachia 
的 作用 ( Xie et al., 2011) , 我们 另外 设置 了 207 的 
低温 和 30C 的 高 温 , 研究 温度 对 我 国 二 斑 叶 螨 体内 
Wolbachia 诱导 CI 的 强度 的 影响 。 到 目前 为 止 , HE 
里 日 龄 对 二 斑 叶 螨 内 Wolbachia 菌 量 以 及 诱导 CI 的 
强度 的 影响 还 未 见报 道 。 因 此 , 我 们 从 江苏 徐州 和 
辽宁 兴 城 两 个 种 群 分 别 选取 1, 3, 5 和 7 d PES 
研究 雄 螨 日 龄 对 我 国 二 斑 叶 螨 体内 Wolbachia PS Œ 
以 及 Wolbachia 诱导 CI 的 强度 的 影 啊 。 


1 材料 与 方法 


1.1 fti mm 

二 斑 叶 螨 辽 宁 兴 城 地 理 种 群 (LN) (40. 36? N, 
120. 42°E) SEF 2002 年 8 H, 江苏 徐州 地 理 种 群 
(JS) (34.41?N, 116. 35°E) Æ F 2003 年 7 H, 寄 
EAE AB 32 Malus pumila Mill.。 采 样 时 , 叶片 
上 的 二 斑 叶 里 存在 多 种 忠 态 , ELTE. ZOOM 
里 。 经 鉴定 确认 种 类 后 , 在 实验 室 用 隔 水 法 在 斑 豆 
Phaseolus vulgaris L. 叶片 上 进行 隔离 饲养 , 饲养 条 
件 为 25 +1%C ,相对 湿度 60% 。 

1.2 二 斑 叶 螨 总 DNA 提取 、PCR 扩 增 和 测序 

DNA 的 提取 方法 、 共 生 菌 Wolbachia 的 PCR 检 
测 、 扩 增 体 系 和 条 件 等 详 见 苗 慧 等 (2004) 。 

本 文 使 用 一 对 特异 性 引物 (Navajas et al. , 
1996 ) 从 二 斑 叶 螨 线 粒 体 DNA 的 COT 基因 中 扩 增 
出 一 段 453 bp Hy A Be. L d$ 5l MA: 5- 
TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG-3’, 下 游 引 物 为 : 
S'-TACAGCTCCTATAGATAAAAC-3', 

每 50 uL 扩 增 反应 体系 含 : 4 pL DNA 模板 ， 
28.6 uL ddH,O, 5 uL 10 x buffer, 5 uL MgCl, (25 
mmol/L), 4 uL dNTPs(10 mmol/L each), 0. 4 uL 
Taq DNA 聚合 酶 (5 U/L, KE TaKaRa 公司 ) E 
洲 和 下 游 引物 各 1.5 pL(20 pmol/L) 。 

PCR 反应 条 件 为 : 94% FRA HE 5 min; 接着 
94C 30 s, 517C 1 min, 72C 1 min 25: 35 个 循环 。 

利用 V-gene Biotechnology Limited 公司 的 DNA 
纯化 试剂 盒 对 PCR 产物 进行 纯化 , 将 纯化 产物 连 
接 至 Promega 公司 的 pGEM-T 载体 , 并 进一步 转化 
到 感受 态 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a 中 ， 进 行 
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培养 。 

AR ADL MAK ik, 重组 质粒 经 扩大 培养 ， 
碱 裂解 法 提取 质粒 DNA 及 PCR 检测 后 , 将 阳性 元 
隆 用 于 测序 。 所 有 测序 工作 均 由 大 连 TaKaRa 公司 
完成 。 每 个 地 理 种 群 随机 抽取 6 个 已 感染 
Wolbachia 的 样本 进行 序列 测定 ， 以 它们 的 一 致 序 
列 为 准 。 

1.3 ”筛选 100% 感 染 Wolbachia 和 不 感染 Wolbachia 
的 品系 

经 PCR 检测 ,二 斑 叶 螨 辽 宁 兴 城 种 群 和 江苏 
徐州 种 群 都 感染 Wolbachia, 但 不 是 每 个 个 体 都 感 
Xe. 要 经 过 租 选 才能 得 到 100% 感染 Wolbachia 和 不 
感染 Wolbachia 的 品系 。 本 文 是 用 各 目 种 群 所 携带 
BJ Wolbachia 菌株 分 别 获 得 100% 感染 Wolbachia 和 
不 感染 Wolbachia 的 品系 。 

1.3.1 fi 100% 感染 Wolbachia ih A: 100% X 
Ye Wolbachia 的 品系 筛选 使 用 孤 上 肉 回 交 的 方法 
(Hong et al., 2002), ZESL EMH E BE AC NY 
WES 1 头 ( 未 经 交配 ) , 让 其 孤 肉 生殖 。 等 到 所 产 
ON ACE A THe Baw AY, 与 其 母 本 回 交 。 回 交 两 天 后 ， 
将 母 本 移 到 新 鲜 叶 片上 使 其 产 卵 3 ~5 d 后 , 检测 母 
体内 是 否 含有 Wolbachia, 将 含有 Wolbachia 的 母 本 
所 产生 的 后 代 重 复 以 上 步骤 4 ~5 代 , 然后 PCR 检 
测 后 代 肉 成 30 头 ， 全 部 感染 Wolbachia, 则 获得 
完全 感染 Wolbachia 的 品系 ,否则 继续 回 交 。 达 到 
100% 则 可 用 于 杂交 实验 。 

1.3.2 篇 选 100% 不 感染 Wolbachia 的 品系 : 将 页 
DIE Ti 4h E. 760.1% (w/v) 的 四 环 素 浸 泡 
24 h 后 , 用 于 饲养 刚 孵化 出 的 幼 螨 。 每 天 加 水 ,4 d 
换 一 次 叶子 , 每 处 理 一 代 PCR 检测 40 A WE py js, 
完全 不 感染 则 获得 100% 不 感染 Wolbachia 的 品系 。 
在 用 于 杂交 实验 前 ,获得 的 不 感染 品系 在 无 四 环 素 
的 条 件 下 饲养 4 代 , 以 避免 四 环 素 可 能 带 来 的 不 利 
影响 。 同 时 使 用 前 PCR UES 40 3L, 确认 各 品 
系 100% 不 感染 Wolbachia. 

1.4 杂交 实验 

1.4.1 HERS HW CIBJZ Ug: 从 完全 感染 品系 中 
挑 取 一 些 静 亚 态 雌 虫 进 行 产 雄 孤 肉 生殖 。 等 到 所 产 
的 卵 发 育 为 雄 成 网 时 , 每 天 早晨 8:00 将 前 一 天 孵 
AGE) gE SRS IK ER, 8 h 后 挑 取 刚 胰 化 的 雄 成 螨 放 置 
于 新 叶片 上 并 饲养 1, 3,5 和 7 d。1,3,5 和 7 日 
龄 的 雄 蜂 分 别 与 新 弦 化 未 经 交配 的 不 感染 
Wolbachia 的 上 肉 螨 进行 交配 。 杂 交 实 验 的 具体 操作 
方法 为 : 做 杂交 组 合 时 , 取 新 鲜 叶 片 , 每 个 叶片 刘 


分 成 几 个 面积 均 约 在 4 cm 左右 的 圆 形 小 区 , 分 别 
挑 取 单个 (成 熟 前 的 最 后 一 个 静止 期 ) 不 感染 的 峻 
里 和 感染 Wolbachia 的 雄 蠕 一 起 放 到 叶片 的 小 区 中 ， 
每 个 小 区 只 放 工 对 。 崔 虫 赔 皮 成 为 成 熟 个 体 的 2 d 
后 将 雄 虫 移 走 。 从 开始 产 卵 的 第 1 天 算 起 , JU BD 
5 d 后 移 走 肉 虫 。 每 天 检查 并 记录 卵 数 ， 卵 孵化 数 ， 
幼 忠 成 活 数 ,上 肉 螨 和 雄 螨 数 。 如 果 发 现 亲 代 雄 成 里 
在 肉 旺 产 卵 前 死亡 ,要 及 时 补充 雄 成 螨 ; 如 果 发 现 
AR TRE BUT OBA 5 d 就 死亡 ， 此 数据 作废 。 最 
Ja, 根据 每 天 记录 的 数据 计算 出 孵化 率 、 存 活 率 和 
PELL, 作为 衡量 CI 强度 的 指标 。 
1.4.2 温度 对 CI 的 影响 : 将 辽宁 兴 城 种 群 与 江苏 
徐州 种 群 筛选 得 到 的 10096 感染 Wolbachia 和 100% 
不 感染 Wolbachia 的 品系 放 于 20% 和 30% 下 人 饲养 一 
代 , 一 代 后 PCR 检测 Wolbachia 的 感染 情况 以 确定 
感染 品系 的 Wolbachia 没有 丢失 后 进行 杂交 实验 。 
各 地 理 种 群 均 以 感染 Wolbachia 9 x 感染 Wolbachia 
6 ,不 感染 Wolbachia 9 x 感染 Wolbachia 6 ,感染 
Wolbachia 9 x 不 感染 Wolbachia & ,不 感染 
Wolbachia 9 x 不 感染 Wolbachia 6 4 种 杂交 组 合 在 
20°C 的 低温 和 30°C 的 高 温 下 进行 杂交 实验 。 本 实 
验 选 用 3 -5 HEBES TE 7J 2R COM ZR, ES Ur 
Wolbachia 对 各 地 理 种 群生 殖 的 影响 是 否 受到 温度 
影响。 每 个 杂交 重复 的 父母 本 在 产 卵 $ d 后 进行 
PCR 检测 确定 感染 状态 。 
1.5 实时 定量 PCR 检测 Wolbachia 的 菌 量 

设计 Wolbachia 的 特异 性 引物 wspF (5'"- 
GCAGCGTATGTAAGCAATCC-3') 和 wspR ( 5- 
ACCAAAATAACGAGCACCAG-3’ ) d #4 144 bp 的 序 
JJ, 对 Wolbachia 进行 定量 。 使 用 ABI 公司 的 7300 
型 定量 PCR {MA TaKaRa 公司 的 SYBR KIGE EIA 
剂 盒 。 

总 体积 为 20 uL 的 PCR 反应 体系 为 : 1 pL 的 
DNA 模板 ,10 uL 的 SYBR iif], 0. 4 uL 的 Rox 
Dye, 7.8 上 的 ddHO， 上 和 下游 引 物 各 0.4 pL(10 
pmol/L), PCR 反应 条 件 为 : 95°C 预 变性 30 s, 
95T 5 s, 60C 31 s, 40 个 循环 。 

KÄE TaKaRa 公司 质粒 小 量 提取 试剂 盒 提取 质 
粒 。 质 粒 提 好 后 , 用 分 光 光 度 计 在 260 nm 下 测定 
质粒 的 浓度 , 然后 以 10 倍 的 梯度 稀释 质粒 。 标 准 
曲线 的 制定 使 用 稀释 倍数 为 10 ”~ 10 的 质粒 标 
EFE o 

感染 Wolbachia 品系 分 别 挑 取 孵化 后 饲养 了 
1-10 d BE E 6 头 用 于 定量 实验 , 研究 销量 < 
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日 龄 的 关系 , 同时 比较 辽宁 兴 城 与 江苏 徐州 种 群 感 
染 的 Wolbachia W Œ, W 25 Wolbachia W Œ X 
Wolbachia 诱导 CI 的 影响 。 用 Moon Whitney U-test 
方法 进行 统计 分 析 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 
用 Kruskal-Wallis test 或 ANOVA (analysis of 

variance) 软件 ,分 析 产 卵 量 、 孵 化 率 、 存 活 率 和 人 性 
E, 均值 的 多 重 比较 用 Turkey test。 在 进行 ANOVA 
分 析 前 , 对 产 卵 量 进行 In 转换 ， 而 孵化 率 、 存 活 率 

和 性 比 完 用 反正 弦 平 方 根 进行 数据 预 处 理 ， 从 而 保 
证 数据 为 正 态 分 布 以 及 等 方差 。 






TGATT? TT TGGTCACCCAGAAGT TTATATCTTIAATTCTACCAGGT TTT GGAATAATT TCACATGTTATTAGTTATAATTT 
TGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATCTTAATTCTACCAGGTTTTGGAATAATTTCACATGTTATTAGTTATAATT 


2 fA 


2.1 两 个 二 斑 叶 螨 地 理 种 群 COI 基因 序列 比较 

我 们 使 用 一 对 特异 性 引物 从 二 斑 叶 里 线粒体 
DNA 的 COL 基因 中 扩 增 出 一 段 453 bp 的 片段 
(GenBank 登录 号 : HM486513 ) ， 并 利用 GenBank 
中 Blast 序列 比 对 分 析 确 定 该 片段 是 需要 的 目的 片 
段 。 通 过 GeneDoc 软件 比较 辽宁 兴 城 和 江苏 徐州 
COI 基因 发 现 , 这 两 个 地 理 种 群 的 COI 基因 序列 完 
全 一 致 , 如 图 1 所 示 。 






80 


M SU 





TGATTTTTTGGTCACCCAGAAGTTTATATCTTAATTCTACCAGGTTTTGGAATAATTTCACATGTTATTAGTTATAATTT 


* 100 * 120 
AGGTAAAAAAGAAGTTTTTGGTAAAATTGGTATAATGTTTGCTATAACATCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAG 
RDOTITITTTGGTAAAATTGGTATAATQGTTTGCTATAACATCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTITT GAC 





AGCT AAA BA AIGA 





* 140 * 160 
160 
160 





AGGTAAAAAAGAAGTTTTTGGTAAAATTGGTATAATGTTTGCTATAACATCAATTGGTTTATTAGGATTTATTGTTTGAG 


* 180 * 200 
CACATCATATATT TACTGTAGGTATAGATGTTGATACTCGAGC 


* 220 * 240 
TTATTTTACAGCTGCTACTATAATTATTGCTATCCCTEELIU 


CACATCATATATTTACTGTAGGTATAGATGTTGATACTCGAGCTTATTTTACAGCTGCTACTATAATTATTGCTATCCCTEPLEIU 





CACATCATATATTTACTGTAGGTATAGATGTTGATACTCGAGCTTATTTTACAGCTGCTACTATAATTATTGCTATCCCT 


* 260 * 280 


* 300 * 320 


ACTGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTTACTACAATTTTAAATTCTCATATTAACTTTAATATTTCTATATATTGATCAATEKPAU 





ACTGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTTACTACAATTTTAAATTCTCATATTAACTTTAATATTTCTATATATTGATCAAT 320 
ACTGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTTACTACAATTTTAAATTCTCATATTAACTTTAATATTTCTATATATTGATCAAT 


* 340 * 360 


* 380 * 400 


AGGATTTTTAATTATATTTTCTATTGGAGGTTTTACAGGAATTGTAGCTTCAAATTCATGTTTAGATATTAATTTACATONMEINÜIPM 





AGGATTTTTAATTATATTTTCTATTGGAGGTTTTACAGGARATTGTAGCTTCAAATTCATGTTTAGATATTAATTTACAT MENU 
AGGATTTTTAATTATATTTTCTATTGGAGGTTTTACAGGAATTGTAGCTTCAAATTCATGTTTAGATATTAATTTACATG 


* 420 * 440 





|TTCATACTATATTGTAGCTCATTTCCATTATGTTTTATCTATAGGAGCTGTA 
ATTCATACTATATTGTAGCTCATTTCCATTATGTTTTATCTATAGGAGCTGTA 


* 





453 
453 





ATTCATACTATATTGTAGCTCATTTCCATTATGTTTTATCTATAGGAGCTGTA 


图 1 二 斑 叶 螨 辽 宁 兴 城 (LN) 和 江苏 徐州 (JS) 种 群 的 COI 基因 序列 的 比较 


Fig. 1 


2.2 REA Ae xt CI 的 影响 

雄 蠕 日 龄 对 辽宁 兴 城 种 群 内 Wolbachia 诱导 CI 
的 强度 影响 的 结果 见 表 1。 不 同日 龄 感染 的 雄 里 与 
不 感染 Wolbachia 的 肉 里 杂交, Ja TRIG SE. TÉ 
活 率 及 性 比 均 没 有 显著 的 差异 ,因此 诱导 CI 的 强 
度 没 有 显著 差异 。 雄 螨 日 龄 对 江苏 徐州 种 群 内 
Wolbachia 诱导 CI 的 强度 影响 的 结果 见 表 2。 同 样 ， 
后 代 的 孵化 率 、 存 活 率 及 性 比 均 没 有 显著 的 差异 
(P>0.05), 江苏 徐州 种 群 内 的 Wolbachia A 8815 
导 CI JEAN AE FE h 日 龄 的 老化 而 引起 的 。 
2.3 温度 对 CI 的 影响 


在 20% 低温 下 Wolbachia 对 二 斑 叶 螨 辽 末 兴 城 


Comparison between CO [ gene sequences of the Liaoning (LN) and Jiangsu (JS) populations of Tetranychus urticae 


» 和 江苏 徐州 (JS) 种 群生 殖 影 响 的 结果 见 表 3。 
宁 兴 城 种 群 感染 的 Wolbachia 在 20°C 依然 能 诱导 
a 感染 Wolbachia HS HE Sy By AR Jes GE EA WE p A Az Jes 
代 的 孵化 率 和 性 比 都 显著 低 于 其 他 3 个 杂交 组 合 。 
而 江苏 徐州 种 群体 内 感染 的 Wolbachia TE 20°C 的 低 
温 下 依然 不 能 诱导 CI. 
在 30% 高 温 下 Wolbachia Xj PEM iA T. urticae 
辽宁 兴 城 (LN) AYE PRIN (IS ) RIEEE ea? WI IJ 288 
果 见 表 4。 同 样 , Æ 30° 高 温 下 , 辽宁 兴 城 种 群 感 
染 的 Wolbachia 也 能 诱导 CI， 而 江苏 徐州 种 群 感染 
的 Wolbachia 不 能 诱导 CI。 由 此 可 见 , 江苏 徐州 种 
群 内 的 Wolbachia 不 能 诱导 CI 与 饲养 温度 无 关 。 
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表 1 雄 螨 日 龄 对 二 斑 叶 螨 辽宁 兴 城 (LN) PHBE Wolbachia 诱导 CI 的 影响 
Table 1 Effect of male age on the level of CI induced by Wolbachia infection in the Liaoning (LN) 
population of Tetranychus urticae 


Lad x y^ Bp t 肉 螨 率 ( % ) 
雄 螨 日 龄 (d) 数量 HEALS ( % ) 存活 率 (% ) 
Number of eggs Percent of female 
Age of the male Number of individuals Hatchability Survival rate 
laid per female offsprings 
1 39 28.28 +1.21 b 48.95 +2.43 92.10 +6. 94 34.91 +2.98 
3 17 22.29 +1.43 a 51.24 +2.52 81.38 +3.76 39.28 +4.34 
5 23 22.30 +1.24 a 51.54 +2.62 89.16 +3.51 42.49 +3.02 
7 19 25.95 +1.82 ab 48.34 +2.77 85.60 +2.50 37.06 +5.64 
F3 94” 4.829 *™ 0.329 ns 0.575 ns 0.816 ns 





RIPE (+ SE) Æ P «0.05 (*), P«0.01 ( " ) P «0.001 ( * ) 时 差异 显著 , ns 表示 没有 显著 差异 (ANOVA ) 。 同 一 列 的 数值 后 面 不 
同 的 字母 代表 P «0.05 时 差异 显著 (Tukey HSD test), FIR], * means analysis of variance (ANOVA) of mean (+ SE) at P<0.05 (*), P<0.01 
(™ ) and P «0.001 ( ** ) , and ns means no significant difference. Different letters behind the values of the same column mean significant difference at 


P «0.05 (Tukey HSD test). The same below. 


R2 ER BEI IPSINS LIRIN JS) ARA Wolbachia 诱导 CI 的 影响 
Table 2 Effect of male age on the level of CI induced by Wolbachia infection in the Jiangsu ( JS) 
population of Tetranychus urticae 


Lad x y^ Bp t 肉 螨 率 ( % ) 
雄 螨 日 龄 (d) 数量 IR(A ) 存活 率 (% ) 
Number of eggs Percent of female 
Age of the male Number of individuals Hatchability Survival rate 
laid per female offsprings 
1 16 20.23 +1.56 a 86.44 +2. 68 89.45 +2.23 76.65 +2. 24 
3 19 26.05 +1.52 ab 90.37 +1.56 93.48 +1.34 73.09 +1.96 
5 17 22.08 +1. 34 ab 87.77 +2.71 92.38 +1.90 74.96 +2. 80 
7 20 27.36 +2.27 b 90.74 +2.11 92.52 +1.85 77.69 +1.94 
Fog 3.598 * 0. 858 ns 0. 930 ns 0. 904 ns 


表 3 20'CT Wolbachia x HEIM 8811 7 243 ( LN) 和 江苏 徐州 (JS) 种 群生 殖 的 影响 
Table 3 Compatibility of crosses between Wolbachia-infected (W) and antibiotic-treated (U) colonies of Liaoning (LN) 
and Jiangsu (JS) populations of Tetranychus urticae at 20°C 


— 组 合 类 型 数量 IE jai (06 ) 存活 率 (% ) WES SE (96 ) 

Population Cross type Number of Number of eggs Hatchability Survival rate in Percent of female 

(9 xà) individuals laid per female immature stage offsprings 
辽宁 种 群 LN (U) xLN (U) 20 26.75+1.44 be 90.46+2.17b 86.26+1.68 ab 69.73 x2.12 b 
Liaoning population LN (U) x LN (W) 32 29.91 +1.02¢ — 46.79 x2.83a 77.5143.15a 32.29 +3.77 a 
(LN) LN (W) xLN (U) 23 20.5241.32a 93.5341.40b 88.37 £2.06 b 74.20 x1.69 b 
LN (W) x LN (W) 19 23.45 x1.50 ab 95.67 £1.47 b — 84.64 +2.13 ab 72.23 +1.73 b 

F; 99° 11.403 ** 119.320 ** 3.845* 55.351 ** 
江苏 种 群 JS (U) xJS (U) 24 22.50+1.47 ab 94.47 +1.23 97.84 +0.77 80.01 +1.32 a 
Jiangsu population JS (U) xJS (W) 37 19.57 +1.29 a 94. 72 x 1.28 98. 87 +0. 64 89.48 £1.02 b 
(JS) JS (W) xJS (U) 23 27.09 x1.51 b 94. 45 +0.76 99.33 +0.31 90. 45 +0.60 b 
JS (W) xJS (W) 19 21.63 +1.64 ab 95.74 £0.97 97.30 x 1.16 87.70 £1.11 b 

F; 196° 4.906 * 0.205 ns 1. 394 ns 18.762 ** 
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Table 4 Compatibility of crosses between Wolbachia-infected ( W) and antibiotic-treated (U) colonies of Liaoning ( LN) 


and Jiangsu (JS) populations of Tetranychus urticae at 30°C 


— 组 合 类 型 数量 IE jo (9 ) HER (%) IEW = (96) 
population Cross type Number of Number of eggs Hatchability Survival rate Percent of female 
(9 xà) individuals laid per female offsprings 
辽宁 种 群 LN (U) xLN (U) 21 32.33 +1.43 95.2440.94b 94.26 +0.86 ab 77.42 x1.58 b 
Liaoning population LN (U) x LN (W) 24 32.13 £1.35 . 42.57£3.00a 84.59 £1.99 a 35.45 £4.88 a 
(LN) LN (W) xLN (U) 21 34.95 +2.01 96.12+0.84b 90.26 £1.26 b 73.23 +0.89 b 
LN (W) x LN (W) 20 37.65 £1.66 91.4041.59b 90.25 £1.23 ab 81.09 £1.93 b 
F; 99° 2.522 ns 192. 802 =" 7.831 ** 52.722, ** 
江苏 种 群 JS (U) xJS (U) 20 30.85 +1.59 93.35+1.53 92.83 +1.04 ab 76.18 +1.23 a 
Jiangsu population JS (U) xJS (W) 22 30. 14 +1.39 93.25 +1.75 89.8741.3la 73.82 +1.60 a 
(JS) JS (W) xJS (U) 22 30. 77 +1.47 96.20 +0.64 93.64 +0.83 ab 78.51 +1.09 ab 
JS (W) xJS (W) 25 26.76 +1.32 93.05 +0.96 94.51 +0.86 b 82.89 £1.14 b 
F; 196° 1.957 ns 1.388 ns 4.014* 9. 669 *** 
16 mL, P «0.001, Mann-Whitney U-test); 第 10 X PS 
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H2 HENS A DRT LII BT ORCLN) 与 江苏 徐州 (JS) 
种 群 Wolbachia 菌 量 的 影响 

Fig. 2 Effect of male age on Wolbachia density in Liaoning 


(LN) and Jiangsu (JS) populations of Tetranychus urticae 


图 中 各 点 代表 平均 值 + 标准 误 Each point in the figure represents the 
mean + SE. ns; 差异 不 显著 No significant difference (已 >0.05); 


*P<0.05; “P<0.01; "* P «0.001 (Mann-Whitney U-test). 


2.4 Wolbachia 菌 量 的 检测 

随 着 雄 螨 日 龄 增加 , 江苏 徐州 与 辽宁 兴 城 种 群 
Wolbachia 瑚 量 的 变化 趋势 见 图 2。 对 于 江苏 徐州 种 
BÉ. ME 1 -9 天 Wolbachia 菌 量 均 显 著 上 升 (7. 12 x 
10 +0.2 x 10’ ~ 1. 23 x 10° +0.06 x 10 拷贝 数 / 


量 与 第 9 天 相 比 有 所 下 降 (6.97 x 10° + 0.07 x 10° 
拷贝 数 /mL)。 对 于 辽宁 兴 城 种 群 ， 从 第 1-6 天 
Wolbachia 菌 量 均 显著 上 升 (2.08 x10 +0.02 x 10’ 
~2.42 x10 +0.09 x10 拷贝 数 /mL, P «0.001, 
Mann-Whitney U-test)。 第 7 KAW EA Pr lye (1. 61 
x 10° +0.02 x10 拷贝 数 /mL); 8 d 后 菌 量 以 更 快 
的 速度 上升, 第 10 天 菌 量 上 升 到 6. 60 x10 +0.03 
x10 拷贝 数 /mL。 江 苏 徐州 与 辽宁 兴 城 两 种 群 间 
比较 发 现 , 第 1 -9 天 , 江苏 徐州 种 群 Wolbachia Wii 
量 显 著 高 于 辽宁 兴 城 种 群 ， 并 有 旦 江苏 徐州 种 群 
Wolbachia 落 量 上 升 速度 显著 快 于 辽宁 兴 城 种 群 ; 
第 10 天 , 江苏 徐州 种 群 Wolbachia HERA T IEJ 
与 辽宁 兴 城 种 群落 量 没 有 显 若 差异 。 


3 讨论 


3.1 雄 虫 日 龄 对 CI 的 影响 

本 研究 首次 报道 雄 里 日 龄 对 二 斑 叶 螨 体 内 
Wolbachia 诱导 CI 强度 的 影响 。 人 研究 发 现 , 中 国 二 
斑 叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 强度 不 受 雄 虫 日 龄 的 
影响 。 而 在 大 多 数 物 种 中 ,CI 的 强度 与 雄 虫 的 日 龄 
BUR EK. MEH AUR Xt Wolbachia 诱导 CI 能 力 的 影响 
在 果 蝇 (Turelli and Hoffman, 1995; Reynolds and 
Hoffmann, 2002). HW K Bl Sogatella furcifera 
(Noda et al., 2001). Ay 2¢ Bt Bt Aedes albopictus 
( Kittayapong et al., 2002) 和 Armigeres sublbatus 
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( Jamnongluk et al., 2000) 等 物种 中 均 有 报道 。Noda 
等 (2001 ) x HK. Kil Laodelphax striatellus FIA KH 
S. furcifera 体内 Wolbachia 的 研究 发 现 , 这 两 种 飞 
BUAA Wolbachia 的 序列 完全 一 致 , 灰 飞 者 体内 
Wolbachia 能 诱导 高 强度 的 CL, MAR KEREN KS 
Wolbachia F- FAAR RARE E R CI。 而 随 着 日 龄 的 
增加 , HE KEAK Wolbachia 诱导 的 CI 显著 下 
VE, 灰 飞 乱 体内 Wolbachia 诱导 CI 强度 并 没有 受 雄 
虫 日 龄 的 影响 。 和 定量 PCR WW ABA KEER 
体内 Wolbachia H) 5& R A JK K EHE R Bis AY a EP 
1/20, B& Æ Eh AIR BI E, WAP KAE A 
Wolbachia 的 量 均 显 著 下 降 , {AIK RUA BY A E 
VR TAR KA. EW, 雄 虫 日 龄 增加 会 导 
致 Wolbachia HEH) FRE, Wolbachia 菌 量 下 降 到 一 
定 的 临界 值 时 , Wolbachia 诱导 CI 的 能 力 受 到 影响 。 
同样 , CARR Drosophila melanogaster P, TE ri 
日 龄 对 Wolbachia ( wDm) 诱 导 CI 强度 的 作用 非常 明 
显 。1 日 龄 的 雄 虫 诱导 的 CI 很 强烈 (大 于 95% 的 卵 
MAREE I), MEA HAIAK CI 的 强度 显著 下 
KE, 5 日 龄 的 雄 虫 不 能 诱导 CI ( Reynolds and 
Hoffmann, 2002) 。 随 后 ，Reynolds 等 (2003 ) 对 黑 腹 
果 蝇 内 的 Wolbachia 的 变种 (popcom ) W FE K IE, 
popcorn 株 系 诱导 CI 的 能 力也 随 雄 虫 日 龄 的 增 大 而 
急剧 下 降 。Duron $& (2007) Xf R È FE Be Culex 
pipiens 的 研究 发 现 , MEH H ASX CI 的 强度 没有 影 
啊 , 对 菌 量 的 研究 发 现 , 30 日 龄 的 雄 虫 体内 的 菌 量 
是 2 HERPES 10 倍 。 同 样 , 我 国 二 斑 
叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 强度 不 受 雄 螨 日 龄 的 影 
啊 。 而 对 江苏 徐州 和 辽宁 兴 城 种 群 Wolbachia W Œ 
的 研究 也 发 现 ，Wolbachia 的 量 随 着 雄 螨 日 龄 的 增 
大 而 增多 , 10 日 龄 的 雄 螨 体 内 的 亢 量 是 HESS 
RA pa et) 10 倍 。 另 外 ,江苏 徐州 种 群 的 雄 螨 菌 
量 比 辽宁 兴 城 种 群 的 菌 量 要 多 , 但 江苏 徐州 种 群 的 
CI 强度 并 没有 比 辽 宁 兴 城 种 群 的 CI 强度 强 。 由 此 
可 见 , RE -REAA K Wolbachia 的 菌 量 对 CI 
强度 没有 影响 , 尽管 Wolbachia KEER 9 天 达到 
最 大 , 但 对 诱导 的 CI 结果 没有 影响 。 雄 螨 日 龄 对 
Wolbachia 的 阔 量 以 及 诱导 CI 的 影响 可 能 与 其 寄主 
有 一 定 的 关系 。 
3.2 温度 对 CI 的 影响 

我 们 的 研究 还 发 现 , 温度 对 我 国 二 斑 叶 螨 体 内 
Wolbachia 诱导 CI 能 力 没 有 影响 。 目 前 ,温度 对 
Wolbachia 阔 量 变化 及 种 群 动态 的 影响 的 研究 较 多 ， 
但 是 温度 影响 Wolbachia 操纵 寄主 生殖 的 研究 则 较 


少 。Mouton 等 (2006 ) 研究 了 在 不 同 温度 下 (14%C， 
18C, 20C 和 26C) 一 种 寄生 蜂 Leptopilina 
heterotoma 体内 Wolbachia AVI CI 强度 的 变化 。 
结果 发 现 , 26C 下 雌雄 虫 的 菌 量 最 高 , 但 是 温度 对 
CI 的 强度 并 没有 影响 。 相 反 ,， 对 采 蝇 的 人 研究 发 现 ， 
D. bifasciata 体内 的 Wolbachia 在 18% 下 的 菌 量 高 
于 26% 和 下 的 菌 量 (Hurst et al., 2000) , WRI D. 
simulans 体内 的 Wolbachia( wRi) Æ 19C FRI RES 
F 25 FA et. ATE KRE T d XI E 
叶 螨 体内 Wolbachia 诱导 CI 能 力 的 影响 。 以 往 对 二 
斑 叶 螨 的 研究 发 现 ,去除 二 斑 叶 螨 体内 Wolbachia 
的 临界 温度 为 32 +0. 50C (van opijnen and Breeuwer, 
1999) , 30C 的 高 温 处 理 后 , 通过 PCR 检测 , 我们 
确认 感染 品系 依然 10096 感染 Wolbachia, 由 此 可 见 
30° 的 高 温 并 没有 能 去 除 Wolbachia, X F F XY 
城 种 群 感染 的 Wolbachia, Œ 20C 低温 、2S% 适 温 
(Xie et al., 2011) 以 及 30C 高 温 下 诱导 CI 的 强度 
没有 显著 的 差异 。 不 同 温度 下 不 亲 和 组 合 间 的 孵化 
率 (42.57 + 3.00 ~ 46.79 +2.83; F, n, =0. 588, 
P>0.05, ANOVA) 与 性 比 (32.29 +3.77 ~37.08 + 
2.85; F, = 0.482, P>0.05, ANOVA) BEA ff 
著 差 异 。 由 此 可 见 , 温度 并 没有 影响 二 斑 叶 螨 体 内 
Wolbachia 诱导 CI 的 强度 , ifj 20°C 低温 以 及 30%C 的 
高 温 对 Wolbachia 的 谓 量 如 何 变化 还 有 待 进一步 
人 研究 。 
3.3 ”影响 CI 的 因子 

江苏 徐州 种 群雄 里 中 Wolbachia 的 参量 显著 高 
于 辽宁 兴 城 种 群 ， 由 此 可 见 ,， 江苏 徐州 种 群 中 
Wolbachia 不 能 诱导 CI 与 Wolbachia WEK., [n] 
时 , 江苏 徐州 与 辽宁 兴 城 种 群 中 Wolbachia 所 表现 
出 的 不 同 CI ze dp. HE AR AS 
完 发 现 辽 宁 兴 城 和 江苏 徐州 两 个 地 理 种 群 的 CO I 
序列 完全 一 致 。 核 糖 体 DNA 中 的 ITS2 区 段 序列 也 
完全 一 致 (Xie et al., 2008)。 由 此 可 见 , 辽宁 兴 城 
和 江苏 徐州 两 个 地 理 种 群 的 亲缘 关系 很 近 。 用 变异 
EAH wsp 基因 序列 比较 Wolbachia 株 系 的 亲缘 天 
系 。 江 苏 徐州 种 群体 内 的 Wolbachia 的 wsp 基因 序 
列 与 辽 字 兴 城 种 群 相 比 有 3 个 碱 基 的 差异 , 第 181 
处 碱 基 有 C 与 工 的 置换 , 在 第 457 处 碱 基 有 了 与 C 
的 置换 , 第 489 处 碱 基 有 C 与 A 的 置换 (Xie et al., 
2011)。 因 此 推断 ，Wolbachia 株 系 可 能 是 造成 江苏 
徐州 种 群 与 辽宁 兴 城 种 群 CI 表达 差异 的 主要 原因 。 
通过 BLAST 工具 (NCBI 网 站 ) 对 我国 二 斑 叶 螨 体内 
Wolbachia 的 wsp 基因 序列 同 源 性 比较 分 析 发 现 , 江 
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苏 徐州 种 群 内 的 Wolbachia Ej H AS PEN sg G1 种 
群 内 能 诱导 CI 的 Wolbachia 具有 相同 的 wsp 基因 序 
列 。 因 此 , 也 不 能 排除 寄主 遗传 背景 的 作用 。 寄 主 
遗传 背景 对 CI 的 影响 在 果 蝇 中 也 有 多 次 报道 。 感 
GUERRE] wDm TESSBCR Warp BEDS E BESS RU CI 
(后 代 胚 胎 死 亡 率 1896 ~32% ) ,通过 显 微 注射 转 
入 拟 条 蝇 中 后 能 引起 高 强度 的 CI 后代 胚胎 死亡 率 
> 98% ) (Poinsot et al., 1998), [RH] FÉ popcorn 株 系 
FER PAB RESE CL, Fe AUR H6 5 | FE BE 
强 强度 的 CI( McGraw et al., 2001) 。 由 此 推测 , YT. 
苏 徐州 种 群 内 的 Wolbachia 不 能 诱导 CI 可 能 是 
Wolbachia 株 系 以 及 寄主 遗传 背景 相互 作用 的 结果 。 
今后 的 研究 中 , 还 需要 通过 显 微 注射 将 江苏 徐州 种 
群 的 Wolbachia 注射 进入 辽宁 兴 城 种 群 , 或 将 辽宁 
兴 城 种 群 的 Wolbachia 注射 进 江苏 徐州 种 群 ， 曾 明 
Wolbachia 株 系 和 寄主 遗传 背景 在 我 国 二 斑 叶 旺 种 
群 不 同 CI 表 型 中 所 起 的 作用 。 
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